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摘要 :【 目 的] 气味 结合 蛋白 质 (odorant binding proteins, OBPs) 参与 气味 分 子 的 识别 ,在 蜜蜂 嗅觉 中 扮演 重要 的 角 
色 。 本 研究 则 在 克隆 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana OBP3 基因 ,以 制备 多 克隆 抗体 。【 方 法】 运用 RT-PCR 技术 从 中 华 
蜜蜂 头 部 总 RNA 中 扩 增 OBP3 基因 ,将 该 基因 亚 克 隆 和 人 原核 表达 载体 pPET-28a JEFE A KMAT Escherichia coli 
Rosetta ( DE3) 中 放 导 表达 获得 融合 蛋白 质 ,融合 蛋 白质 经 纯化 后 免疫 新 西 兰 白 免 制备 多 克隆 抗体 ,最 后 分 别 用 间 
f£ ELISA 和 Western Blot 检测 抗体 的 效 价 和 特异 性 ,并 采用 菊 光 定量 PCR 检测 OBP3 基因 在 中 蜂 不 同 组 织 中 的 表 
Ko [HR] 克隆 得 到 了 中 华 蜜蜂 OBP3 基因 AccOBP3( GenBank 登录 号 KJ026357) ,大 小 为 444 bp, SDS-PAGE 结 
显示 融合 蛋白 成 功 表达 。 制 备 的 多 克隆 抗体 效 价 高 于 1: 40 000, 且 具有 很 高 的 特异 性 。 荧 光 定 量 PCR 结果 表明 ， 
AccOBP3 基因 在 腿 部 和 触角 中 显 车 高 表达 (P<0.01) ,胸部 中 次 之 (P<0.01), 尖 部 和 腹部 中 显著 低 表达 ,后 两 者 
表达 量 差 异 不 显 车 (P >0.05)。[【 结 论 ]0BP3 基因 在 中 蜂 触 角 有 高 转录 活性 。 本 研究 实现 了 中 蜂 0BP3 基因 的 原 
核 表 达 ,并 制备 了 免 抗 中 蜂 OBP3 多 元 隆 抗体 ,为 深入 人 研究 中 蜂 OBP3 基因 的 功能 葛 定 基础 。 
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Abstract: [ Aim] Odorant binding proteins ( OBPs) are involved in the identification of odor molecules, 
and play an important role in bees' olfaction. This study was designed to clone and express an OBP3 
gene from the Chinese honeybee Apis cerana cerana, in order to prepare the polyclonal antibody. 
[ Methods] The OBP3 gene was amplified by RT-PCR from total RNA from head of A. cerana cerana, 
then sub-cloned into prokaryotic expression vector pET-28a and expressed in Escherichia coli Rosetta 
( DE3) host cells. The fusion protein was purified and immunized into New Zealand white rabbits so as to 
prepare polyclonal antibody. The sensitivity and specificity of the polyclonal antibody were detected 
through indirect ELISA and Western blot, respectively. The expression profiles of AccOBP3 in different 
tissues were detected by real-time quantitative PCR. [Results] AccOBP3 ( GenBank accession no. 
KJO26357) was cloned and a 444 bp fragment was obtained. The recombinant vector pET-OBP3 was 
successfully constructed. SDS-PAGE analysis showed that the fusion protein was well expressed. The 
anti-OBP3 polyclonal antibody showed high titer ( higher than 1: 40 000) and specificity. Real-time 
quantitative PCR results showed that the expression level of AccOBP3 gene was significantly higher in legs 


and antennae ( P «0. 01), moderate in thorax, and significantly lower in heads and abdomen ( P < 
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0.01). The expression level of AccOBP3 in heads and abdomen had no significant difference ( P > 
0.05). [ Conclusion] The OBP3 gene has high transcript expression in the antennae of A. cerana 


cerana. 


In this study, AccOBP3 gene has been cloned and expressed, and the rabbit anti- 


ApisCeranaOBP3 polyclonal antibody has been prepared by immunization with the purified recombinant 


OBP3 protein, which lays the foundation for further studies on functions of OBP3 gene. 


Key words: Apis cerana cerana; OBP3 gene; gene cloning; prokaryotic expression; tissue expression 
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FERR W Z8 SET EA 3 AWEH , EG 
BR TR ERR Ar K AR A a P TIRE Ass AE 
学 信号 传递 到 被 激活 的 大 脑 中 枢 神 经 元 中 ,进而 调 
六 昆虫 相应 的 行为 ,如 竞 食 交配、 产 卵 、 同 族 识别 及 
躲避 敌 害 等 (Robertson et al., 2003 ; Swanson et al., 
2009) , zT Eb HR Sio ER d N GR ZR rr f H UR 
( odorant binding proteins, OBPs) 家 族 与 挥发 性 小 分 
子 气 味 物 质 的 结合 是 昆虫 专 一 识别 外 界 气 味 最 先 的 
生化 反应 ,这 对 昆虫 与 外 界 环 境 进行 化 学 信息 交流 
具有 重要 意义 (Vogt et al., 1999) 。 昆 虫 气味 结合 
日 质 是 一 类 低 分 子 量 水 浴 性 酸性 熏 日 质 ( 闫 少 英 
等 ,2005) ,有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 ,具有 相似 的 
水 溶性 及 次 级 结构 (Briand et al., 2001)。 根 据 其 结 
合 的 配 体 . 同 源 性 以 及 其 在 不 同感 希 上 的 表达 类 型 ， 
可 以 将 昆虫 OBPs 家 族 分 为 性 外 激素 结合 集 日 质 
( pheromone-binding protein, PBP) .普通 气味 结合 重 
白质 ( general odorant-binding protein, GOBP ) 和 其 
他 类 型 的 触角 气味 结合 蛋白 质 , 如 ABPX, SAP 等 
( Vogt et al., 1999) , FHER KE Apis cerana cerana ,人 入 
称 中 蜂 , 是 生活 于 我 国境 内 东方 蜜蜂 的 地 理 品 种 ,其 
咒 党 灵敏 , 抗 瞻 能 力 强 ,善于 利用 零星 分 散 的 穴 粉 
源 ,是 我 国 重 要 的 饲养 蜂 种 之 一 ( 王 风 稚 等 ,2007 ) 。 
中 蜂 优越 性 状 , 特 别 是 抗 螨 能 力 得 益 于 其 具备 的 敏 
锐 噢 党 (Tsuruda et al., 2012) , 串 觉 的 敏感 性 与 气味 
言 息 物质 的 精确 识别 及 信号 传导 是 密 不 可 分 的 
( Arechavaleta-Velasco et al., 2012) ,而 OBPs 直接 参 
与 了 咒 觉 感 瘟 与 外 界 气味 分 子 的 化 学 反应 ( Ko and 
Park, 2008) ,因此 对 中 蜂 OBPs 性 质 及 作用 的 了 解 ， 
对 揭示 中 蜂 优 越 的 蜜 粉 源 搜寻 能 力 、 抗 晓 能 力 等 性 
状 分 子 机 理 尤 为 重要 。 目 前 所 发 现 的 西方 塞 蜂 Apis 
mellifera 主要 OBPs 一 般 归 秘 于 第 9 号 染色 体 并 在 
嗅觉 组 织 中 表达 ,然而 这 些 OBPs 似乎 并 不 完全 处 
于 同一 个 调控 因子 的 控制 之 下 ,因为 该 禾 中 的 核心 
基因 OBP3 ,并 不 在 触角 中 表达 而 在 其 他 需 家 中 表 
ik (Forêt and Maleszka, 2006) , HA niri TE 
DET Vg; SESETI re SE ER OBP3 的 表达 规律 又 是 



















































































怎样 的 ? 它 在 中 蜂 的 嗅觉 系统 中 究竟 起 着 怎样 的 作 
Hj? 它 和 其 他 的 OBPs 之 间 又 有 着 怎样 的 关联 ? 这 
些 问题 的 揭示 将 为 了 解 中 蜂 OBP 家 族 的 功能 提供 

目前 国内 外 对 于 中 蜂 气 味 结 合 重 白 研究 相对 较 
少 , 李 红 亮 等 (2008 ,2013 ) 对 ASP2 进行 了 CDs B và 
隆 , 并 对 其 功能 模式 进行 了 分 析 ; 张 小 辉 等 (2010 ) 
克隆 了 中 华 蜜蜂 气味 结合 蛋 日 完整 的 基因 序列 。 但 
未 见 有 中 华 蜜蜂 OBP3 的 相关 报道 。 本 研究 根据 已 
知 的 西方 蜜蜂 OBP 基因 序列 ,首次 元 隆 中 华 蜜蜂 
OBP3 基因 序列 ,并 构建 pET-OBP3 原核 表达 载体 ， 
成 功 人 免疫 新 西 兰 大 耳 倪 获得 OBP3 多 克隆 抗体 ,为 
更 深入 研究 蜜蜂 0BP3 基因 ,进一步 探讨 重组 pET- 
OBP3 的 生物 学 功能 黄 定 基础 。 

















1 材料 和 万 法 


1.1 实验 材料 

WAIHAPE REB RKA MHARA Ak 
SRBSJ KEBAR Br. T Ja Sz Uu EE D petk , roe S E 
投入 液 所 中 处 死 。 将 液 所 中 保存 的 中 华 蜜蜂 取出 ， 
将 其 涉 部 (市 触角 ) 与 号 体 其 余部 分 分 离 , 液 所 速冻 
后 放 入 -70%C 冰 箱 保 存 、 备 用 ;pET-28a 载体 由 本 实 
验 室 保 存 。 
1.2 主要 试剂 

反 转 录 试 剂 盒 First Strand cDNA Synthesis Kit, 
rTaq 聚合 酶 .小 量 胶 回 收 试剂 盒 .bpDMD19-T Simple 
Vector 试剂 盒 \、TI4 DNA 连接 酶 BamH I „Hind IBR 
ENNE. Escherichia coli DH5a 感受 态 细 胞 、DL- 
500, DL-5000 DNA Marker FU 2e J6 E E TA 308] E 
(DRROSI A) BJ E XA xe EA- DAT; E. coli 
Rosetta ( DE3 ) 感受 态 细胞 购 目 北京 易 国 昌盛 生物 技 
术 有 限 公 司 ;质粒 小 提 试 剂 盒 购 目 北 京 天 根 生 化 科 
扩 有 限 公 司 ; 预 染 生 日 arker 购 目 Fermentas 公司 ;35 
吐 培养 其 购 目 上 海 文 洲 阁 生物 科 拉 有限 公司 ;His- 
Bind Purification Kit 试剂 盒 购 和 目 Novagen 7x n] ; Efi 
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过 氧化 物 酶 标记 山竹 抗 免 lgG 购 目 上 海江 茉 生物 科 
技 有 限 公 司 ;其 余 试 剂 均 为 国产 或 进口 分 析 纯 。 
1.3 引物 的 设计 与 合成 

根据 NCBI 检索 到 的 西方 塞 蜂 OBP3 mRNA JF 
列 ( GenBank accession no. : NM _001040221, GI: 
94158728) ,运用 Oligo7 软件 设计 引物 (OBP3-F: 
AAggatccTGAAGACCATCGTCATCCT ; OBP3-R : GGaa 
ecttCTCTCTTCTTCGCTCGTTG) ,并 在 上 下 游 引 入 酶 
切 位 点 BamH I 和 Hind 卫 (小 写字 母 为 酶 切 位 点 )。 
引物 由 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 合成 。 
1.4 OBP3 基因 cDNA 的 扩 增 及 TA 克隆 

Trizol 法 捉 取 中 华 蜜蜂 头 部 组 织 的 总 RNA。 以 
总 RNA 为 模板 ,参照 TaKaRa 公司 First. Strand 
cDNA Synthesis Kit 说 明 书 进行 反 转 录 , 合 成 cDNA 
第 一 链 。 

以 cDNA 第 一 链 为 模板 , 扩 增 OBP3 序列 。 反 
应 体系 参照 rTag DNA. 聚合 酶 说 明 书 ,PCR 扩 增 反 
应 条 件 为 :94% 预 变性 3 min;94% 变性 30 8,55. 77€ 
退火 30 5,72?C fiEffR 30 8,435: 35 个 循环 ;72% 最 终 延 
fii 10 min; PCR 扩 增 产物 经 196 XR BR E be Fa UK 
测 ,在 凝 胶 成 像 系 统 下 拍照 。 鉴 定 正确 的 PCR 产物 
经 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 回收 后 ,与 pMD19-T Simple 
Vector TE 16% 下 连接 16 h, 连 接 产 物 转 化 E. coli 
DH5o 感受 态 细 胞 , LB ( Amp* ) 固体 培养 基 培 养 
12h。 挑 选 阳 性 克隆 经 酶 切 鉴 定 后 ,将 含有 正确 插入 
片段 的 重组 质粒 命名 为 pPMD19-T-0BP3, 送 上 海 生 
工 生 物 工 程 技术 有 限 公 司 测序 。 
1.5 重组 质粒 pET-OBP3 的 构建 及 鉴定 

用 BamH I 和 Hind M xx E Y) J& «E 1E ff BJ 
pMD19-T-OBP3 , nit H B5 Fr E ; Te] EST HR] doc P8 d PAA 
E537] pET-28a, llc H Bg. H BS Hr EM H B 
IRTE T4 DNA 连接 酶 的 作用 下 ,16Y 连接 16 h。 连 
接 产 物 转化 天 coli DH5o 感受 态 细 胞 ,LB(Amp * ) 
固体 培养 基 培 养 12 h。 挑 选 阳 性 殉 隆 经 酶 切 鉴定 
后 ,将 含有 正确 插 和 片段 的 重组 质粒 命名 为 pET- 
0BP3, 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 有 限 公 司 测序 。 
1.6 融合 得 白 的 诱导 表达 和 纯化 

将 鉴定 正确 的 pET-0BP3 质粒 转化 于 感受 态 
E. coli Rosetta( DE3) ,并 接种 到 LB(Amp”) 液 体 培 
养 基 中 ,参照 上 海 文 渊 阁 生 物 科 技 有 限 公 司 的 目 诱 
导 培 养 基 说 明 书 ,37 忆 最 大 转速 插画 24 h ,进行 融合 
集 日 的 诱导 表达 12 h, IPTG 终 浓度 为 1 mmol/L, 35 
Sy TE 4: 1 (v/v) LA 5 x SDS 上 样 缓冲 液 ,沸水 
中 者 5 min 使 重 日 变性 ,然后 SDS-PAGE 电泳 检测 。 









































取 超 声波 破 雁 后 的 包 洱 体 沉 诈 , 将 这 诈 称 重 ， 
TEILEN A 10 mL Binding Buffer, 4C 搅拌 溶解 过 
夜 。 重 白 纯 化 具体 操作 按 His-Bind Purification Kit 
试剂 盒 进行 ,纯化 产物 用 于 免疫 新 西 兰 日 免 。 

1.7 抗 血清 的 获得 

初次 免疫 ,将 纯化 蛋白 与 弗 氏 完全 优 剂 按 体 积 
比 1:1 $5212 ,分别 对 2 头 新 西 兰 日 免 进行 育 部 
皮下 多 点 注射 (共计 500 hg/ 头 )。2 周 后 用 弗 氏 不 
完全 优 剂 与 纯化 重 日 等 体积 混 义 皮下 注射 ,以 后 每 
2 周 免疫 一 次 , 共 加 强 免 疫 3 次 ,加强 免 疫 时 均 使 用 
弗 氏 不 完全 伍 剂 。 最 后 一 次 免疫 1 周 后 , 贷 动 脉 采 
血 ,分 离 血 清 作为 一 抗 。 

1.8 抗体 效 价 和 特异 性 检测 

分 别 用 间接 ELISA 和 Western blot 法 检测 多 抗 
的 效 价 和 特异 性 。 

间接 ELISA: 2 (5 FI E 2H EH A7C. 过 夜 包 补 
ELISA J& (1 pg/ 筷 ) ,用 PBST 配制 的 5% 脱脂 奶粉 
37%C 封 闭 1 h, PBST DET 3 次 (5 minK, A F E); 
多 抗 血清 作为 一 抗 , 按 照 1:1 000 的 比例 稀释 ,37%C 
WEE Ih,PBST DEDE 3 GLA 1:1 000 稀释 的 HRP 
EUER 96,37 CWA 1 h, PBST 洗涤 3 次 后 
加 入 TMB 显 色 拭 物 , 显 色 15 min 后 加 入 终止 液 , 酶 
标 仪 检测 抗体 效 价 读 出 Ajax 值 。 

OBP3 融合 和 蛋白 Western blot :融合 重 白 经 SDS- 
PAGE 电泳 后 在 60 V,l.5 h 条 件 下 电 转 移 至 PVDF 
膜 上 ; 5% 脱脂 奶粉 室温 封闭 2 h, PBST 洗涤 3 次 ; 
用 制备 的 多 抗 血清 作为 一 抗 , 按 1: 1 000 (v/v) Fi RE 
后 ,4 过 夜 轻 抒 振荡 进行 财 育 ,PBST WEW 3 次 ;用 
1: 1 000( v/v) fü FER HRP 标记 山羊 抗 金 IgG 作为 
ZHL, EE 3 h, PBST 洗涤 3 次 ;最 终 加 入 3,， 3- 
二 氮 基 联 和 苯胺 (DAB ) 避 光 显 色 。 以 pPET-28a 空 载体 
诱导 后 及 pET-OBP3 重组 载体 诱导 前 的 蛋白 作为 
对 照 。 

1.9 OBP3 AHE AKI Western blot 

1.9.1 中 华 蜜蜂 头 部 组 织 样 抽 提 :在 冰 台 上 人 解剖 中 
华军 蜂 头 部 ,设置 3 TEZ, HIAR 
WE , Ji 500 uL RIPA REWIR C; PMSF) FEJA KF 
中 ,所 有 操作 均 在 冰 上 进行 ,重复 碾 压 、 裂 解 ,4 下 
14 000 r/min 离心 10 min, 取 上 清 加 入 SDS EZ 
冲 液 ,煮沸 10 min , 绥 慢 恢复 室温 后 , 稍 离心 , 放 于 
- 20*C 保存 待 测 。 

1.9.2 BCA 法 重 昌 定量 及 浓度 调整 :按照 BCA E 
日 定量 试剂 盒 说 明 书 操作 ,用 酶 标 仪 570 nm 小 长 滤 
FERAHA] OD 值 , 每 组 3 个 重复 ,计算 不 同 
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组 别 蛋 白 浓度 ,再 以 RIPA 调整 蛋白 浓度 ,加 入 5 x 
还 原样 品 缓冲 液 使 样品 终 浓 度 控制 在 2 mg/mL, p 
后 都 沸 变 性 5 min, 
1.9.3 内 源 性 集 日 Western blot 分 析 : 将 浓度 一 致 的 
HIREA ERES C10. pg/ 筷 ) ,在 60 V 2h 条件 下 电 
转移 至 PVDF 膜 上 ;5% 脱脂 奶粉 室温 封闭 2 h, PBST 
洗涤 3 次 ;用 制备 的 OBP3 多 抗 血 清 作为 一 抗 , 按 
1:2 000( wv) 稀有 释 后 ,4 过 夜 轻 摇 振 荡 进 行 暑 育 ， 
PBST DEZK 3 1X 5 Hl 1:2 000(vAv) 稀 释 的 HRP 标记 山 
EHA IgG 作为 二 抗 ,室温 孵育 3 h, PBST 洗涤 3 次 ， 
然后 继续 用 Stripping Buffer 洗 膜 ,37% 洗 膜 30 min, 
ECL 显 色 ,X-ray 胶片 曝光 显影 后 用 CCD 镜头 扫 质 ， 
内 参 Western blot 实验 中 除 一 抗 使 用 Actin 多 抗 , 二 搞 
EHEH IgG CH  L) HRP, ERITEMA WEE 
H Western blot 过 程 完全 一 致 ,最 后 用 Quantity-one £X 
件 读 取 内 源 性 蛋白 和 内 参 和 蛋白 灰 度 值 。 
1.10 OBP3 基因 在 中 蜂 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 检测 

中 蜂 各 组 织 总 RNA 用 Trizol 试剂 提取 , 反 转 录 
有 反应、 实时 灾 光 定量 PCR ( RT-qPCR ) 均 按 各 目 试 剂 
盒 说 明 书 操作 。 实 时 灾 光 定量 PCR 反应 体系 配置 
均 在 冰 台 上 进行 ,以 B-actin 为 内 参 基 因 ,每 个 样品 
设 3 个 重复 ,反应 程序 如 下 : 先 95%C 预 热 30 s; 接 着 
进行 40 个 循环 的 复制 ,退火 温度 为 607C ;最 后 以 
95*C 15 s, 60C 60 s,95C 15s ,这 一 过 程 生成 溶解 
曲线 。RT-qPCR 反应 结束 后 系统 根据 灾 光 值 的 变 
化 规律 , 目 动 生成 反应 循环 数 与 检测 灾区 量变 化 的 
扩 增 反应 动力 学 曲线 ,用 SDS 1.4 软件 对 扩 增 结 
进行 观测 。 
1.11 数据 统计 与 分 析 

采用 ABI7500 灾 光 定量 PCR 仪 相 应 软件 进行 
数据 分 析 , EXCEL 整理 数据 。 相 对 定量 结 来 采用 
2- 人 "法 进行 处 理 ( Livak and Schmittgen, 2001 ) 。 
基因 与 蛋白 相对 表达 差异 用 SPSS18.0 单 因 素 方 差 
分 析 法 进行 差异 显著 性 分 析 , 结 末 以 平均 值 上 标准 
253€. 
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2.1 OBP3 基因 的 克隆 及 生物 信息 学 分 析 

2.1.1 中 华 蜜蜂 OBP3 基因 的 克隆 :以 中 华 蜜蜂 头 
部 总 RNA 为 模板 进行 反 转 录 , 青 以 反 转 录 得 到 的 
cDNA 为 模板 扩 增 中 华 蜜蜂 0BP3 基因 序列 。 结 来 
显示 ,PCR 产物 在 450 bp 左右 有 明显 的 条 市 (图 
1) ,与 预期 444bp 相 符 ,并 将 其 命名 为 4ccOBP3 








图 1 中 华 蜜蜂 OBP3 基因 cDNA 的 PCR H RAR 
Fig.1 PCR amplification results of cDNA of 
OBP3 gene in Apis cerana cerana 
1: 目的 基因 Target gene; M: DNA 相对 分 子 质量 标准 物 DLS00 DNA 


marker. 


( GenBank 登录 号 :KJ020357 ) 。 

2.1.2 ”中华 蜜蜂 与 西方 密 蜂 OBP3 基因 比 对 :由 图 
2 可 知 , 经 DNAman 软件 比 对 结果 显示 ,中 华 蜜蜂 与 
西方 蜜蜂 OBP3 基因 的 mRNA 序列 一 致 性 达到 
77.71% 。 西 方 塞 蜂 与 中 华 蜜蜂 相 比 ,前 者 在 第 51 
-53 位 存在 3 个 碱 基 (cag) 的 缺失 ,使 得 其 编码 的 
aA dE We deb — ^ 5 ATE (CQ) ;第 68 -77 位 存在 10 
个 碱 基 (caatgtcgac ) 缺失 ,使 编码 缺失 天 冬 酰 胶 (CN) 、 
MARV) UAE SRI (D) ;在 266 -268 位 存在 3 
个 碱 基 ( tat) FEA, f 2 R3 SIL — I IA ACD) ， 
H HHE M B5 24 AE Eh A AR ( E.) E 2 HH i ea ER 
( M) ;在 274 -276 位 存在 3 个 碱 基 ( tgg) 插 入 ,使 编 
码 增加 一 个 甲 硫 氨 酸 (M) ,并 且 其 后 面 的 氨基 酸 由 
天 冬 氨 酸 (D) 变 为 天 冬 酰胺 (N) ;在 420 -422 位 存 
在 3 个 碱 基 (gca) 插 入 ,使 编码 增加 一 个 肉 氨 酸 
(A)。 在 第 84,96,112,128,129,144,148,157,159， 
161,192,201,217,231,233 - 234 , 246 , 262 - 263, 
280 -281 ,287 ,289 ,299 ,307 -308 ,318 ,321 ,348 - 
349 ,364 ,367 ,372 — 374,393 - 395,400 - 401,406 - 
407 ,411 -412,417 -419 ,420,432 38 452 位 点 ,存在 
着 a/1( T/S) ,a/g( R/E) ,a/c( N/T) ,t/a( D/Q) ,tc 
(S/P),g/a( E/K) , g/a( S/N) ,/c( M/T),c/a(L/ 
I) ,g/a( L/I) ,V/c(F/7L) ,t/a( L/M) ,a/g( D/G) ,g/a 
( V/M) ,tce/ca( S/Q) , g/a( V/I) ,ca/tg( T/M) ,tg/aa 
(L/Q),c/g( D/E), g/a( /N),a/c( R/N) , gc/ag 
(R/Q),g/a(D/N),a/g( N/D) ,ac/gt ( T/V) , g/c 
(S/T),g/a( R/K) , gtc/ctt ( V/L) , cat/tac ( H/Y) , 
cg/aa( L/K ) , ac/tt ( Y/F ) , at/ta ( L/Y ) , aac/ttt ( N/ 
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F),g/c( A/ -) ,a/t( T/S) BI c/a( S/R) BER SCORE, —— 蜂 比 较 , 并 将 核 苷 酸 序 列 转换 为 氟 基 酸 序列 进行 比 
2.1.3 不 同 昆虫 OBP3 基因 系统 进化 树 的 构建 :为 对 ,运用 MEGA 5 软件 采用 NJ 法 构建 系统 进化 树 

一 此 探讨 部 分 昆虫 关 0BP3 基因 编码 区 的 进 《图 3)。 绪 条 表 明 , 所 有 比较 的 物种 大 致 分 为 两 个 
ARETAN , 棚 铃 虫 HS AC MATR ”不 同 的 群体 ， PREES I JI SURE FUJGAROS 9 i 
fS 14 个 物种 的 OBP3 基因 编码 区 序列 与 东方 密 ”与 其 他 昆虫 聚 为 一 类 ,该 结 末 符合 物种 进化 规律 ,说 
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图 2 西方 蜜蜂 与 中 华 蜜蜂 OBP3 REREN ANART S AERE Ti D 
Fig.2 The mutant loci and their aeii amino acids in the OBP3 genes of Apis mellifera and A. cerana cerana 


红色 三 角 区 示 核 音 酸 和 氮 基 酸 的 变异 。Red triangles indicate the variations of nucleotides and amino acids. 
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图 3 昆虫 OBP3 基因 mRNA 序列 构建 的 系统 进化 树 
Fig.3  Phylogenetic tree based on the mRNA sequences of OBP3 genes from different insects 
利用 MEGA 5 软件 链接 NCBI 网 站 ,选择 核酸 数据 库 ,添加 包括 东方 塞 蜂 在 内 的 11 个 物种 mRNA 序列 , 先 用 Clusta 做 多 序列 比 对 ,然后 用 分 位 
连接 法 构建 系统 进化 树 ,重复 抽样 1 000 次 。 图 3 中 数字 为 Bootstrap 检验 值 ,表示 该 分 文通 过 Bootstrap 检验 的 次 数 占 总 次 数 的 百分比 ,该 数值 
越 大 , 即 表示 构建 进化 树 的 可 信 度 越 高 ; Bootstrap 值 大 于 70 的 分 枝 较为 可 信 。We link MEGA 5 software to NCBI website, select nucleic acid 


database and add the mRNA sequences from 11 species including Apis cerana cerana. Multiple sequence alignment is done through Clusta and then 








phylogenetic tree is constructed by Neighbor-Joining method, repeatedly sampling for 1 000 times. Data in Fig. 2 are the values of Bootstrap test, which 
indicate the percentage of each branch time through Bootstrap test in total times. The greater the value is, the higher credibility the phylogenetic tree will 


be. Generally, branches with the Bootstrap values greater than 70 are more credible. 
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Hj HI] OBP3 基因 构建 进化 树 是 可 徘 的 。 进 化 树 结 
同时 提示 中 华 蜜蜂 4ccOBP3 与 西方 蜜蜂 0BP3 在 功 
能 上 没有 大 的 分 化 。 
2.2 重组 表达 载体 pET-OBP3 的 鉴定 

将 PCR 产物 切 胶 回收 后 与 pMD19-T Simple 
Vector 连接 , 得 到 的 重组 质粒 命名 为 pMD19-T- 
OBP3, Hj BamH I 和 Hind Ill XJ Œ 2H Jtr dt $3000 8j 
切 鉴定 (图 4: A) ,可 见 在 2.7 kb 和 444 bp 处 有 明 
显 条 市 ,这 与 预期 一 致 , 旦 测序 结果 显示 10096 序列 
一 致 性 ,无 任何 碱 基 突 变 。 





A 
图 4 重组 表达 载体 的 构建 
Fig.4 Construction of recombinant expression vector 

A; pMD19-T-0BP3 质粒 双 酶 切 鉴定 结果 Enzyme digestion of pMDI9- 
T-OBP3; B; pET-OBP3 质粒 双 酶 切 鉴定 结果 Enzyme digestion of 
pET-OBP3. M; DL5000 DNA marker; 1: BamH I 和 Hind II 双 酶 切 
pMDI9-T-OBP3 质粒 Enzyme digestion of pMD19-T-OBP3 by BamH I 
and Hind III; 2: BamH I 和 Hind MI XX $7] pET-OBP3 质粒 Enzyme 
digestion of pET-OBP3 by BamH | and Hind III. 


分 别 用 BamH I 和 Hind M XX fj E] pMDI9-T- 
OBP3 fil pET-28a, x £z [nl c fj H EI Er Erai H BS ZR 
体 ,将 重组 表达 载体 命名 为 pET-0BP3。 用 这 两 种 
酶 对 重组 质粒 进行 双 酶 切 鉴定 (图 4: B) ,可 见 在 
5.3 kb 和 444 bp 处 有 明显 条 带 , 这 与 预期 一 致 , 且 
测序 结果 显示 100 色 序列 一 致 性 ,无 任何 碱 基 突 变 。 
表明 重组 表达 载体 pET-0BP3 构建 成 功 。 

2.3 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 纯化 

将 重组 质粒 pET-0BP3 EARI E. coli 
Rosetta( DE3) 中 进行 表达 。0BP3 序列 片段 编码 
147 个 氨基 酸 残 基 (16 kDa) ,与 pET-28a 组 成 编码 
193 个 氨基 酸 ( 其 中 包括 两 个 连续 6 个 组 氨 酸 标签 、 
9 个 了 标签 在 内 的 46 个 氨基 酸 为 载体 核 背 酸 编 
13) 的 融合 基因 ,计算 它 的 理论 分 子 量 为 24.7 kDa, 
SDS-PAGE 电泳 图 (图 5) 表 明 , 所 表达 的 pPET-OBP3 
融合 蛋白 大 小 约 38 kDa, Western Blot 分 析 ( 图 6) 
可 见 ,表达 的 重组 蛋白 可 以 与 免 抗 塞 蜂 OBP3 抗 体 
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图 5  pET-OBP3 融合 集 日 的 诱导 表达 
Fig.5 Induced expression of the pET-OBP3 fusion protein 
M: 蛋白 质 相对 分 子 质量 标准 物 Protein. marker; 1: 重 组 质粒 转化 
BL21 菌 诱导 后 Expressed product of pET-OBP3 induced. 箭头 示 融 合 


重 白 。The arrow indicates the fusion protein. 
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图 6 ” 免 抗 中 蜂 0BP3 多 克隆 抗体 特异 性 的 Western blot 检测 
Fig.6 Specificity of rabbit anti-AccOBP3 polyclonal 
antibody detected by Western blotting 
M: E AHX T BUT EE Protein marker; 1: 纯化 的 融合 重 日 


Purified fusion protein. 


发 生 了 特异 性 血清 学 反应 ,表明 中 华 蜜蜂 OBP3 在 
E. coli 中 实现 了 表达 。 经 ELISA 测定 ,抗体 滴 度 大 
T 40 k ,为 合格 抗体 。 
2.4 OBP3 AWIE A Western blot 
中 华 蜜蜂 头 部 AccOBP3 蛋白 以 及 内 参 和 蛋白 
Western blot 结果 见 图 7 .采用 quantity -one 软 件 分 
别 读 取 OBP3 蛋白 和 内 参 Actin 和 蛋白 灰 度 值 ,计算 其 
3 个 泳 道 的 灰 度 值 分 别 为 0.644 ,0. 603 和 0. 643 , 表 
明 重 复 性 良好 ,制备 抗体 有 效 。 
2.5 OBP3 基因 在 中 蜂 不 同 组 织 间 的 差异 表达 
采用 2 法 分 别 计算 4cc0BP3 基因 在 中 蜂 
触角 头 \ 胸 .上 腹 、 腿 等 不 同 组 织 的 相对 表达 量 , 结 
见 图 8。RT-PCR 扩 增 结果 表明 ,目的 基因 和 内 参 基 
RT-PCR 产物 只 有 1 个 特异 峰 , 产 物 特异 性 很 好 ， 
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图 7 PERE OBP3 内 源 性 蛋白 Western blot 结果 
Fig.7 Western blotting result of OBP3 endogenous 


protein in Apis cerana cerana 


无 引物 二 聚 体 ,可 用 于 交 光 定量 的 进一步 分 机。 从 
图 8 可 见 ,4ccOBP3 IEN KIGE E PCR 检测 结 末 表 
HH ,Acc0BP3 基因 在 中 华 蜜蜂 触角 、 头 、 胸 、 腹 、 腿 等 
不 同 组 织 和 都 有 表达 ,表达 程度 不 一 ,其 中 在 腿 部 与 触 
角 表 达 量 最 高 ,其 次 为 胸部 ,在 腹部 表达 量 最 低 差 异 
显著 性 采用 SPSS 16.0 软件 运算 。 
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Relative expression level 





An H T Ab L 
2H 2! Tissues 
图 8 | RT-qPCR 检测 AccOBP3 在 中 华 蜜蜂 
各 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig.8 Relative expression level of AccOBP3 in different 








tissues of Apis cerena cerena detected by RT-qPCR 
An: 触角 Antenna; H; 3k 3B Head; T; 胸部 Thorax; Ab; 腹部 
Abdomen; L: 腿 部 Leg. 


3 ”讨论 与 结论 


本 研究 首次 克隆 中 蜂 AccOBP3 基因 ,经 
DNAman 软件 比 对 结果 显示 ,中 华 蜜蜂 与 西方 蜜蜂 
HJ mRNA 序列 一 致 性 达到 77. 7196 ,进化 树 构 建 结 
果 也 显示 两 个 蜂 种 OBP3 基因 亲 绿 性 较 遍 。 与 西方 
蜜蜂 相 比 ,Acc0BP3 在 多 个 位 点 上 出 现 碱 基 缺 失 、 皇 
入 和 有 义 突 变 ,体现 了 两 者 在 物种 上 的 差别 ,这 些 突 
变 与 两 个 蜂 种 间 咒 觉 敏感 性 差异 的 关联 还 需要 进 一 
步 的 探索 。 

本 实验 构建 中 蜂 4ccOBP3 基因 的 重组 原核 表 
达 和 载体 ,并 将 其 转化 到 大 肠 杆菌 BL21( DE3 ) 中 , 通 
过 日 诬 叶 培 独 基 成 功 诬 导 表达 出 中 蜂 4ccOBP3 基 
因 融 合集 犁 。 重 组 阔 谎 导 表达 后 ,在 细胞 破 健 后 的 








上 清 中 很 难 找到 融合 蛋白 ,表达 产物 几乎 全 部 以 包 
涵 体 沉 演 形式 存在 ,这 可 能 与 bpCEX-4T-1 系统 的 高 
效 表 达 有 关 。 香 日 表达 量 越 高 越 容 匈 形 成 包涵 体 ， 
其 原因 一 方面 可 能 是 重 白 合成 的 速度 太 快 ,以 至 于 
没有 足够 的 时 间 进 行 折 羞 , 二 硫 键 不 能 正确 地 配对 ; 
另 一 方面 ,促使 蛋白 正确 折 礁 的 各 种 影响 因子 在 原 
核 表 达 系 统 中 有 所 缺失 ,这 也 在 一 定 程度 上 促进 了 
包涵 体 的 形成 。 本 实验 中 ,我 们 将 包涵 体 沉 演 经 
His-Bind Ni 柱 纯 化 后 免疫 新 西 兰 日 侈 ,不 影响 多 元 
条 抗体 的 制备 。Western blot 检测 抗体 特异 性 ,结果 
显示 抗体 效 价 高 且 特 异性 好 ,中 华 蜜 蜂 AccOBP3 多 
克隆 抗体 制备 成 功 。 本 人 研究 获得 了 中 华 蜜 蜂 
AccOBP3 基因 cDNA 全 长 序列 ,并 成 功 获得 多 克隆 
抗体 ,研究 为 AccOBP3 免疫 定位 及 其 生物 学 功能 的 
人 研究 次 定 了 良好 的 基础 。 

KIGE Æ PCR 检测 绪 采 表明 ,4ccOBP3 基因 在 
中 华 蜜蜂 触角 、 尖 、 胸 、 腹 、 腿 等 不 同 组 织 都 有 表达 ， 
表达 程度 不 一 ,其 中 在 腿 部 中 表达 量 最 高 ,其 次 为 在 
fih fg rH, Forêt 和 Maleszka (2006) 的 人 研究 发 现 ， 
OBP3 在 西方 蜜蜂 除了 触角 的 各 个 映 体 部 位 都 有 表 
达 , 这 与 0BP3 基因 在 中 华 蜜蜂 分 布 情况 明显 不 同 。 
中 华 蜜 蜂 是 东方 蜜蜂 种 下 的 一 个 亚 种 ,与 西方 蜜蜂 
作为 两 个 不 同 的 物种 ,虽然 具有 很 近 的 杀 缘 关系 ,但 
在 生活 习性 上 有 许多 不 同 之 处 。 中 华 蜜蜂 是 我 国 特 
有 的 优良 地 方 品 种 ,具有 飞行 敏捷 、 咒 觉 灵 敏 等 特 
点 ,能够 有 效 地 利用 种 类 繁多 的 稚 星 蜜源 。 此 外 ,中 
蜂 具 有 极 强 的 抗 蜂 螨 能 力 , 有 研究 发 现 其 灵敏 的 嘿 
党 在 抗 螨 行 为 中 发 挥 了 重要 作用 (李江 红 ,2005 ) ， 
而 西方 蜜蜂 普遍 易 受 蜂 螨 侵 染 , 旺 害 是 影响 西方 蜜 
蜂 养 殖 最 主要 的 因素 (Martin et al., 2001)。 触 角 是 
蜜蜂 重要 的 咒 觉 感受 絮 ,Acc0BP3 基因 在 在 中 蜂 触 
角 高 表达 ,而 在 西方 蜜蜂 触角 中 不 表达 (Forét and 
Maleszka, 2006) ,这 个 结 来 提示 我 们 ,AccO0BP3 在 两 
个 蜂 种 中 承担 看 不 同 的 生理 功能 ,而 在 两 个 物种 中 
的 功能 差异 很 可 能 是 导致 两 个 物种 咒 沉 灵敏 度 、 搞 
里 性 能 等 生物 特性 差异 的 原因 之 一 。 结 合 进化 树 分 
析 结 有 果 , 中 华 蜜蜂 AccOBP3 与 西方 蜜蜂 OBP3 在 功 
能 上 没有 大 的 分 化 ,推测 中 华 蜜蜂 与 西方 蜜蜂 涉 部 
AccOBP3 转录 活性 的 差异 可 能 源 于 中 、 西 蜂 涉 部 
AccOBP3 基因 的 局 动 子 活性 的 差异 ,这 也 是 本 人 研 究 
后 组 需 要 关注 的 重点 。 

综 上 所 述 , 本 实验 成 功 元 隆 了 中 华 蜜蜂 OBP3 
基因 ,并 诱导 融合 重 日 表达 ,制备 了 人 免 抗 蜂 OBP3 多 
克隆 抗体 ;实时 灾 光 定量 PCR 数据 显示 该 基因 在 中 
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PREKARA RIA , KR AA E pU fi £8 np d 
车 高 表达 (P<0.01) ,胸部 中 次 之 (P<0.01), 尖 部 
和 腹部 中 显 车 低 表 达 , 后 两 者 表达 量 差 异 不 显 彰 
(P»0.05), Western blot 结果 显示 抗体 制备 的 特 
异性 ,为 后 续 检 测 OBP3 4E H E rp 4e 28 96 AS [a] 2H 2 
BB des TE DO ER XE Jil. 
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